Class Ⅳ semaphorin Sema4A enhances T-cell activation and interacts with Tim-2 by マルカワ, サトコ & 丸川, 聡子
Osaka University













学位授与年月日 平成 17 年 3 月 25 日
学位授与の要件 学位規則第 4 条第 1 項該当
医学系研究科生体制御医学専攻
学位論文名 C1 ass 1 V semaphor i n Sema4A enhances T -ce 1 act i vat i onand i nteracts 
with Tim-2 











〔方法ならびに成績J CDlOO 欠損マウス DC 由来の cDNA ライブラリーを template にして、 degenerated
oligo-nucleotide primer を用いた PCR cloning を行い、 Sema4A の cDNA を単離した。 Sema4A の機能を解明する
ため、ヒトの IgG1 の Fc 部分と Sema4A の細胞外領域からなる融合蛋白 (Sema4A-Fc) を作製するとともに、これ
をラットに免役することにより Sema4A に対するモノクローナル抗体を樹立した。 Sema4A モノクローナル抗体を用
いた FACS 解析により、免疫細胞での Sema4A の発現を検討すると、骨髄由来 DC および牌臓 DC に高い Sema4A
の発現が確認されたが、休止期 T 細胞では発現が見られなかった。まず、 in vitro の系で、 T 細胞活性化に対する
Sema4A の作用を調べた。 CD4 陽性 T 細胞を anti-CD3 で刺激して増殖を誘導する系に、 Sema4A-Fc を添加したと
ころ、 T 細胞の増殖と IL-2 の産生が著明に増強した。 Sema4A の T 細胞-DC の相互作用に対する効果を検討するた
め、 BALB/c マウス由来の CD4 陽性 T 細胞と、 C57BL/6 由来の DC とでリンパ球混合培養反応 (MLR) を行うと、
Sema4A-Fc 添加した場合に MLR は著しく増強した。 ln V1VO での Sema4A の作用を検討するため、マウスをフロイ
ント完全アジュパントとともに KLH で免疫して T-cellpriming assay を行った。 4 日間 Sema4A-Fc を静注し、 7 日
後の所属リンパ節から CD4 陽性 T 細胞を取り出し、 γ 線照射した牌細胞とともに KLH で再刺激した。その結果、
Sema4A-Fc 投与群では抗原特異的な T 細胞の産生が著明に増加した。内因性の Sema4A が ln V1VO での T 細胞活性
化に関与しているか否かを検討するため、ヒトの多発性硬化症のモデルで、ある実験的自己免疫性脳脊髄炎の系を用い
た。 Myelinoligodendrocyte glycoprotein (MOG) 由来のペプチドをフロイント完全アジュバンドとともに免疫した
マウスに、抗 Sema4A 中和抗体を 4 日間投与すると、コントロール群で、は免疫後 10 日前後から麻庫症状が出現する
のに対して、抗体投与群では発症が著明に抑制された。 MOG 免疫後の所属リンパ節より CD4 陽性 T 細胞を採取し
て γ 線照射した牌細胞とともに MOG で再刺激すると、抗 Sema4A 抗体投与群では MOG 特異的 T 細胞の反応が著
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しく減弱していたことより、 MOG 特異的 T 細胞の産生が阻害され EAE の発症を抑制したことが示唆された。
更に本研究では、 8ema4A の機能を担う受容体を同定するため、 8ema4A-Fc との結合を確認した T 細胞リンパ腫
株 EL-4 細胞から cDNA ライブラリーを作製し、発現クローニングを行った。その結果、約 1 kb の cDNA の濃縮を
認め、このクローンをシーケンスしたところ、 Tim-2 (T cell, lmmunoglobulin domain and mucin domain 2) とい
う膜蛋白であった。 C087 細胞の発現系で Tim-2-C087 への 8ema4A-Fc の結合を確認し、次に surface plasmon 
resonance 法にて 8ema4A-Fc と Tim-2-Fc の affinity が測定された (Kd=7.0X10-8) 0 Tim-2 の細胞内領域には、
tyrosine リン酸化 motif が存在するが、 Tim-2 を発現させた C087 に 8ema4A-Fc を加えると、 5 分後に Tim-2 のチ
ロシンリン酸化を認め、Tim-2 は 8ema4A による T 細胞へのシグナル伝達に関わる受容体であることが示唆された。
〔総括〕私達の研究室では、 T 細胞に高発現し B 細胞・ DC 間の活性化に関与する CD100 の機能を報告してきた。
本研究では、 8ema4A が①主に樹状細胞に発現しているセマフォリン分子であり、②T 細胞に発現する Tim-2 との相
互作用を介して T 細胞の活性化に関与する分子であることを明らかにした。これまでの CD100/8ema4D の知見と併
せて、本研究によってセマフォリンファミリーが免疫系において重要な機能を担っていることが明らかになった。
論文審査の結果の要旨




8ema4A を単離した。申請者は、この 8ema4A の機能を解析し、 8ema4A が樹状細胞に高発現していること、 8ema4A
が in vitro で副刺激分子として T 細胞活性化作用を有すること、および in vivo での抗原特異的 T 細胞の産生増強作
用を有していることを明らかにした。更に、発現クローニングの手法により、 8ema4A の受容体として Tim-2 を同定
した。 Tim-2 は、 Timfamily (T cell, immunoglobulin domain and mucin domain protein family) に属する蛋白で
ある。他の Tim family 分子に関してはアレルギー疾患や自己免疫疾患への関与が示唆され、非常に注目を集めてい
るが、 Tim-2 の作用についての報告はなかった。 Tim-2 は以前より semaphorin 分子群の受容体として報告されてき
た plexin family 等の分子のいずれにも属さない分子で、 semaphorin 分子群の受容体としては新規の分子であった。
申請者の研究は、 8ema4A-Tim2 を新規の副刺激分子として同定し、その機能を明らかにした点で、学位授与に値す
ると判断する。
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